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POVZETEK 
 
Antifosfolipidni sindrom je sistemska avtoimunska bolezen, ki se kaže v obliki tromboz in 
zapletov v nosečnosti, in pri kateri so prisotna antifosfolipidna protitelesa v plazmi bolnikov. 
Katastrofni antifosfolipidni sindrom je redka, življenjsko ogrožajoča oblika bolezni, pri kateri 
se krvni strdki oblikujejo hkrati po vsem telesu in povzročijo večkratno odpoved organov. Za 
nastanek bolezni so pomembne interakcije med protitelesi in membrane vezočimi proteini 
vendar mehanizmi še niso povsem pojasnjeni. 
Cilj magistrskega dela je bil določiti fiziološke pogoje vezave protiteles proti β2-glikoproteinu 
I na način, da to lahko opazujemo pod mikroskopom na atomsko silo.  
Iz seruma bolnika s katastrofnim antifosfolipidnim sindromom smo v več korakih izolirali 
protitelesa proti β2-glikoproteinu I po principu afinitetne kromatografije in specifičnost njihove 
vezave na antigen potrdili z ELISA.  
Na mikroskopu na atomsko silo smo na sljudo zaporedno nanesli fosfolipidne vezikle, aneksin 
A5 ter kompleks antigen – protitelo (β2-glikoprotein I, protitelesa proti β2-glikoproteinu I). 
Sprva smo opazovali nastanek planarnega fosfolipidnega dvosloja. Ko smo dobili več kot 50 % 
prekritost površine z dvoslojem, smo nanj nanesli aneksin A5 ter opazovali in analizirali tvorbo 
kristalnega plašča. V zadnji fazi smo opazovali vezavo protiteles proti β2-glikoproteinu I na 
aneksinski kristalni plašč in posledice morebitnih medmolekulskih interakcij. Na osnovi tega 
smo ocenili njihov morebitni patološki potencial. 
Ob popolni kristalizaciji aneksina A5 na fosfolipidnem dvosloju ni prišlo do vezave β2-
glikoproteina I, protiteles proti β2-glikoproteinu I ali kompleksa antigen – protitelo.  Afiniteta 
vezave aneksina A5 do fosfatilidilserina in posledično tvorbe kristalne plasti je namreč večja 
od afinitete vezave kompleksa. Kompleks antigen – protitelo se pod eksperimentalnimi pogoji 
preferenčno veže na sljudo, ki je bolj negativno nabita kot fosfolipidni dvosloj. Ob prisotnosti 
popolnoma kristaliziranega aneksina A5 ne pride do izrivanja aneksinske kristalne plasti in 
širitve kompleksa po fosfolipidnem dvosloju. Aneksinski kristalni plašč tako nudi zaščito pred 
vezavo protiteles, kar lahko razumemo tudi kot zaviranje napredovanja bolezni. Potrdili smo 
domnevo, da zgolj s prisotnostjo protiteles proti β2-glikoproteinu I ob aneksinskem plašču na 
fosfolipidni membrani ne moremo razložiti razvoja in/ali napredovanja bolezni. 
 
Ključne besede: β2-glikoprotein I, protitelesa proti β2-glikoproteinu I, katastrofni 
antifosfolipidni sindrom, mikroskop na atomsko silo, optimizacija fizioloških pogojev 
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ABSTRACT 
 
Antiphospholipid syndrome (APS) is an autoimmune disease in which antiphospholipid 
antibodies are present in the plasma of patients. Catastrophic antiphospholipid syndrome 
(cAPS) is a rare, life-threatening form of antiphospholipid syndrome that occurs as a result of 
a trigger in patients positive for antiphospholipid antibodies. Interactions between antibodies 
and membrane-binding proteins are important for the development of the disease, but the 
mechanisms are not yet fully understood. 
The aim of the master's thesis was to optimize the physiological conditions of binding of 
antibodies to anti-β2GPI in such a way that it can be observed under an atomic force microscope. 
In the serum of a patient with catastrophic antiphospholipid syndrome, antibodies to β2-
glycoprotein I were isolated in several steps according to the principle of affinity 
chromatography. The antibodies obtained were evaluated with anti-β2GPI IgG ELISA. 
At the atomic force microscope, phospholipid vesicles, annexin A5, and the antigen-antibody 
complex (β2-glycoprotein I, antibodies against β2-glycoprotein I) were sequentially bound to 
mica. Initially, we observed the formation of a planar phospholipid bilayer. If more than 50% 
of the surface was obtained, annexin A5 was bonded to it and the formation of the crystal coat 
was observed and analyzed. In the final phase, binding of antibodies to β2-glycoprotein I to the 
annexin crystal coat was observed and their possible pathological potential was assessed. 
Upon complete crystallization of annexin A5 on the phospholipid bilayer, no binding of β2-
glycoprotein I, antibodies against β2-glycoprotein I, or the antigen-antibody complex were 
observed. The binding affinity of annexin A5 to phosphatylidylserine and, consequently, the 
formation of the crystalline layer, is greater than the binding affinity of the antigen-antibody 
complex. The antigen-antibody complex, under experimental conditions, preferentially binds 
to the mica, which is more negatively charged than the phospholipid bilayer. In the presence of 
fully crystallized annexin A5 the complex is unable to expand along the phospholipid bilayer. 
The annexin crystal mantle thus offers protection against antibody binding, which can also be 
understood as inhibiting disease progression. We confirmed the assumption that the mere 
presence of antibodies against β2-glycoprotein I at the annexin mantle on the phospholipid 
membrane could not explain the development and / or progression of the disease. 
 
Keywords: β2-glycoprotein I, antibodies against β2-glycoprotein I, catastrophic 
antiphospholipid syndrome, atomic force microscopy, optimization of physiological conditions  
1 
 
1 UVOD 
 
1.1 ANTIFOSFOLIPIDNI SINDROM 
 
Antifosfolipidni sindrom, včasih imenovan tudi Hughesov sindrom, je avtoimunska bolezen, 
pri kateri se pojavljajo venske in arterijske tromboze ter zapleti v nosečnosti ob hkratno trajno 
zvišanih vrednostih specifičnih patogenih antifosfolipidnih protiteles v krvni plazmi. Sindrom 
so prvič opisali leta 1983 pri bolniku s sistemskim lupusom eritematozusom. Leta 2006 pa so 
bila v Sydneyu sprejeta mednarodna klasifikacijska merila za antifosfolipidni sindrom, ki 
zapovedujejo jasna klinična in laboratorijska merila za to bolezen. Ta merila je smiselno 
uporabljati tudi kot diagnostična merila (1, 2, 3). 
Prisotnost vsaj enega kliničnega in enega laboratorijskega kriterija je potrebna za klasifikacijo 
antifosfolipidnega sindroma. Klasifikacijska merila za postavitev diagnoze antifofolipidnega 
sindroma prikazuje slika 1 (4). 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 1: Klasifikacijska merila za postavitev diagnoze antifosfolipidnega sindroma. 
 
Pri bolnikih z antifosfolipidnim sindromom lahko pride do pojava žilnih, to je venskih, 
arterijskih ali tromboz malega žilja, v katerem koli tkivu ali organu v telesu. Pri nosečnicah z 
antifosfolipidnim sindromom lahko pride do nosečnostnih zapletov, med katere prištevamo 
nepojasnjeno smrt ploda po 10. tednu nosečnosti, prezgodnje rojstvo morfološko normalnih 
novorojenčkov pred 34. tednom nosečnosti zaradi eklampsije, hude preeklampsije ali napak na 
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placenti in nerazložljive vsaj tri zaporedne spontane splave pred 10. tednom nosečnosti. Poleg 
kliničnih znakov, opisanih v klasifikacijskih merilih, pa se pri antifosfolipidnem sindromu 
pojavijo lahko tudi drugi klinični znaki, kot so hemolitična anemija, pljučna hipertenzija, 
trombocitopenija, bolezni srčnih zaklopk ter tudi ateroskleroza (1, 2, 3, 4). 
Primarni antifosfolipidni sindrom je tista oblika sindroma, ki se pojavi brez prisotnosti ostalih 
avtoimunskih bolezni. Kadar antifosfolipidni sindrom spremljajo še druge sistemske vezivno-
tkivne bolezni, najpogosteje sistemski lupus eritematozus, ga opredelimo kot sekundarnega, v 
primeru pojava tromboz na različnih mestih po telesu hkrati, v zelo kratkem času, pa govorimo 
o katastrofnem antifosfolipidnem sindromu (5, 6). 
 
1.2 KATASTROFNI ANTIFOSFOLIPIDNI SINDROM  
 
Katastrofni antifosfolipidni sindrom, poznan tudi kot Ashersonov sindrom, je Ronald Asherson 
prvič opisal leta 1992 (7). Gre za redko, življenjsko nevarno obliko antifosfolipidnega 
sindroma, ki se pojavi kot posledica nekega sprožilca (infekcija, travma, koagulacijska 
novotvorba ali porod) pri bolnikih pozitivnih na antifosfolipidna protitelesa (2, 7). Najpogosteje 
se pojavlja pri bolnikih s primarnim antifosfolipidnim sindromom, bolnikih s sistemskim 
lupusom  eritematozusom ali pa pri bolnikih, obolelimi za bolezni, ki so podobne sistemskemu 
lupusu eritematozusu (7).  
Pri ljudeh s katastrofnim antifosfolipidnim sindromom pride do razširjene tromboze majhnih 
žil, kar se odraža kot ishemija in posledično odpoved več organov. Intravaskularna tromboza 
vpliva predvsem na mikrocirkulacijo, poleg tega pa lahko pride tudi do okluzije arterij in ven. 
Katastrofni antifosfolipidni sindrom prizadene približno 1 % obolelih. Kljub agresivnemu 
zdravljenju, je nivo smrtnosti pri katastrofnem antifosfolipidnem sindromu med 44 % in 55,6 
% (2, 7). 
 
1.3 ANTIFOSFOLIPIDNA PROTITELESA 
 
Antifosfolipidna protitelesa predstavljajo veliko in heterogeno družino protiteles. V to skupino 
so vključena protitelesa, ki se vežejo direktno na fosfolipide, protitelesa, ki se vežejo na 
plazemske proteine z afiniteto do fosfolipidov ter protitelesa usmerjena proti kompleksom 
fosfolipidov s proteini. V literaturi najpogosteje opisane tarče teh protiteles so β2-glikoprotein 
I, protrombin, aktivirani protein C, protein S in aneksin A5 (4).  
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Mednarodno sprejeta laboratorijska merila, ki opredelijo antifosfolipidni sindrom, vključujejo 
trajno povišane vrednosti lupusnih antikoagulantov, protiteles proti kardiolipinu razreda 
IgG/IgM in/ali protitelesa proti β2-glikoproteinu I razreda IgG/IgM (2, 4, 8, 9). 
 
1.3.1 β2-glikoprotein I 
 
β2-glikoprotein I, poznan tudi kot apolipoprotein H je 50 kDA velik protein, katerega plazemska 
koncentracija znaša približno 150 mg/L in predstavlja glavno tarčo za avtoprotitelesa pri 
antifosfolipidnem sindromu (4,10). Gre za evolucijsko ohranjen enoverižni glikozilirani 
protein, ki je sestavljen iz 326 aminokislin zloženih v pet kratkih domen, imenovanih tudi 
''sushi'' domene (slika 2). Iz 82 aminokislin sestavljena V. domena, se od preostalih, 60 
aminokislin dolgih domen I–IV, razlikuje tudi zaradi prisotnosti lizinskih ostankov. Lizinski 
ostanki tvorijo pozitivno nabito hidrofobno zanko, ki preko vezave na negativno nabite 
fosfolipide omogoča usidranje proteina v celično membrano (2, 11, 12).  
V krvni plazmi najdemo β2-glikoprotein I v krožni obliki, zaradi česar ne pride do tvorbe 
kompleksov med proteinom in avtoprotitelesi. Šele po stiku β2-glikoproteina I z izpostavljenim 
fosfatidilserinom na površini aktivirane endotelijske celice pride do konformacijske spremembe 
β2-glikoproteina I iz krožne oblike proteina v odprto obliko ter s tem možnost vezave 
avtoprotiteles (2, 3, 13).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 2: β2-glikoprotein I (14). 
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1.3.2 Protitelesa proti β2-glikoproteinu I 
 
Protitelesa proti β2-glikoproteinu I, predstavljajo eno izmed glavnih skupin antifosfolipidnih 
protiteles. Lahko jih razdelimo na tiste, ki vežejo epitope na I. domeni in tiste, ki vežejo epitope 
drugje na β2-glikoproteinu I (2, 15).  
Razlike pri vezavi protiteles na epitope nastanejo tudi zaradi različne avidnosti protiteles do 
epitopov. Klinične študije so pokazale, da je različna moč vezave protiteles na isti antigen ali 
epitop lahko povezana tudi s patogenezo bolezni pri specifičnih podskupinah protiteles proti 
β2-glikoproteinu I. Visoko avidna IgG protitelesa proti β2-glikoproteinu I so povezana z 
razvojem trombotičnih in nosečniških zapletov pri bolnikih z antifosfolipidnim sindromom, 
medtem ko se nizko avidna IgG protitelesa proti β2-glikoproteinu I bolj pojavljajo pri bolnikih 
z avtoimunimi boleznimi, vendar brez antifosfolipidnega sindroma (2).  
 
1.4 ANEKSIN A5 
 
Aneksini so družina proteinov, ki se v prisotnosti kalcijevih ionov vežejo na negativno nabite 
fosfolipide celične membrane. Aneksin A5 je 35,7 kDa velik protein, ki se z visoko afiniteto 
veže na fosfatidilserin na citosolni strani celične membrane (16).  
Huber in sodelavci so preko rentgenske kristalografije razkrili terciarno strukturo aneksina A5. 
Terciarna struktura je sestavljena iz jedra in štirih domen (I–IV), ki so ciklično razporejene. Ta 
razporeditev daje molekuli rahlo ukrivljeno obliko s konveksno in konkavno stranjo. Vezavna 
mesta za kalcijeve ione in fosfatidilserin se nahajajo na konveksni, proti fosfolipidni membrani 
obrnjeni, strani proteina (16, 17). 
Na konkavni strani proteina se nahaja še kratek aminokislinski rep, ki sodeluje pri 
nekovalentnih interakcijah med domenama I in IV. Domeni II in III pa sta med seboj kovalentno 
povezani preko kratkega zavoja znotraj molekule. V raztopini so molekule aneksina A5 
monomerne, po vezavi na fosfatidilserin pa se sestavijo v trimere, čemur sledi tvorba 
dvodimenzionalne kristalne mreže. Trimeri se med seboj povezujejo v mrežo preko interakcij 
med aminokislinskimi ostanki na domeni III (16). 
Dvodimenzionalna kristalna mreža aneksina A5 je sestavljena iz trimerov, dimerov trimerov in 
trimerov trimerov razporejenih v obliki z majhno in visoko gostoto s p6 in p3 simetrijo. Vrsta 
dvodimenzionalne kristalne mreže, ki nastane, je odvisna od vsebnosti fosfatidilserina v 
membrani in koncentracije kalcijevih ionov. Simetrija p6 se tvori pretežno na membranah z 
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nizko vsebnostjo fosfatidilserina. Kristalna mreža se lahko pretvori v p3 obliko s povečanjem 
vsebnosti fosfatidilserina in koncentracije kalcijevih ionov (16).    
Kristalni plašč, ki nastane na fosfolipidni dvoplasti, naj bi preprečeval sprožitev koagulacijskih 
reakcij na fosfolipidni površini. Rand in sodelavci so ugotovili, da naj bi proteinski kompleksi 
z avtoprotitelesi ob vezavi na kristalno mrežo, to razgrajevali in s tem zmanjšali zaščito 
antikoagulantnega aneksinskega plašča (16,18).  
 
1.5 MIKROSKOPIJA NA ATOMSKO SILO 
 
Mikroskopija na atomsko silo je metoda za proučevanje površin, ki so jo leta 1986 razvili 
Binning, Quate in Gerber (19). Omogoča vizualizacijo posameznih biomolekul in kompleksov 
ter njihovo interakcijo na površini z nanometrsko ločljivostjo. Mikroskopija na atomsko silo je 
močno orodje za karakterizacijo interakcij protein-protein in protein-DNA. Princip delovanja 
temelji na merjenju medatomske sile med površino vzorca in ostro konico tipala mikroskopa 
Shema delovanja mikroskopa na atomsko silo je predstavljena na sliki 3 (4, 20, 21). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 3: Shema mikroskopa na atomsko silo 
Na ročico pritrjena ostra konica (tipalo) je osnova za delovanje mikroskopa na atomsko silo. 
Tipalo premikamo vzporedno s površino vzorca. Med merjenjem, zaradi medatomskih 
odbojnih sil med vzorcem in tipalom, pride do deformacije in upogiba ročice. Topografijo 
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vzorca lahko snemamo na tri različne načine: na kontaktni način, na dinamični kontaktni način 
in na nekontaktni način. Pri kontaktnem načinu je tipalo stalno v stiku s površino vzorca, pri 
dinamičnem kontaktnem načinu tipalo v presledkih oscilira, pri nekontaktnem načinu pa tipalo 
in površina vzorca nista v stiku. Na zgornjo površino ročice sveti laserski žarek, s katerim 
merimo sam upogib ročice, žarek pa se od ročice odbije v fotodetektor.  
Pri kontaktnem načinu tipalo s konstantno silo pritiska na površino, kar pomeni, da vzdržujemo 
konstanten položaj odbitega žarka na fotodiodi. Pri tem piezoelektrični skener premika vzorec 
v ravnini, hkrati pa se premika tudi v navpični smeri, da vzdržuje konstantno silo pritiska. 
Premik vzorca v navpični smeri pri hkratnem skeniranju v vodoravni smeri tako predstavlja 
sliko površine vzorca (4). 
 
 
Slika 4: Sliki posneti z mikroskopom na atomsko silo prikazujeta območja kjer se je tvoril fosfolipidni dvosloj. 
Slika na levi strani predstavlja direktno meritev višine dvosloja, slika na desni pa je prvi odvod višine. 
 
Podatki o višini se prenesejo na barvno skalo, kjer običajno svetli predeli predstavljajo visoka, 
temni pa nizka področja na površini vzorca (slika 4). Poleg topografije lahko predstavimo tudi 
prvi odvod višine, kar omogoča lažje razločevanje podrobnosti na neravnih vzorcih (4).  
 
 
 
 
 
DVOSLOJ 
 
 
 
7 
 
2 NAMEN DELA 
 
Bolniki z antifosfolipidnim sindromom imajo slabšo kakovost življenja. Antifosfolipidni 
sindrom se lahko pod določenimi pogoji razvije v življenjsko nevarno obliko antifosfolipidnega 
sindroma imenovano katastrofni antifosfolipidni sindrom. Katastrofni antifosfolipidni sindrom 
je precej redka oblika bolezni in je posledično manj raziskana kot primarni antifosfolipidni 
sindrom.  
V naši raziskavi bomo z mikroskopom na atomsko silo opazovali medmolekulske interakcije 
protiteles proti β2-glikoproteinu I in fosfolipidno površino. Protitelesa bomo pridobili iz seruma 
bolnika s katastrofnim antifosfolipidnim sindromom. 
 
Namen dela: 
1. Izolirali bomo protitelesa proti β2-glikoproteinu I ustrezne čistosti, specifičnosti in v 
zadostni količini za nadaljnje delo. 
2. Pripravili bomo fosfolipidni dvosloj, ki bo vsaj v 50 % prekril trdni nosilec – sljudo. 
3. Z vezavo aneksina A5 na fosfolipidni dvosloj bomo preverjali vpliv vezave protiteles 
proti β2-glikoproteinu I na fosfolipidni dvosloj. 
 
Eksperimentalni cilji: 
1. Iz seruma bolnika s katastrofnim antifosfolipidnim sindromom bomo na koloni z 
vezanim proteinom G izolirali IgG frakcijo protiteles po principu afinitetne 
kromatografije.  
2. Iz prej pripravljene IgG frakcije bomo na koloni z vezanim β2-glikoproteinom I izolirali 
protitelesa proti β2-glikoproteinu I po principu afinitetne kromatografije.   
3. Vezavo izoliranih protiteles bomo ovrednotili z metodo ELISA.  
4. Iz dveh vrst fosfolipidnih veziklov bomo pripravili fosfolipidno dvoplast, ki jo bomo v 
planarni obliki opazovali pod mikroskopom na atomsko silo.  
5. Na planarno fosfolipidno dvoplast bomo vezali aneksin A5 in protitelesa proti β2-
glikoproteinu I ter opazovali širjenje protiteles po površini z mikroskopom na atomsko 
silo.  
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
3.1.1 Biološki material 
 
 Plazmaferat bolnika s katastrofnim antifosfolipidnim sindromom (cAPS), ki smo ga 
uporabili v naši raziskavi, smo pridobili iz obstoječih bank Laboratorija za imunologijo 
revmatizma UKC Ljubljana.  
 Aneksin A5 izoliran iz placente, Sigma Aldrich, St. Louis, ZDA (c = 0,97 mg 
proteina/mL) 
 Človeški β2-glikoprotein I (c = 1 g/L), pridobljen z izolacijo v Laboratoriju za imunologijo 
revmatizma UKC Ljubljana (22, 23). 
 
3.1.2 Reagenti 
 
 demineralizirana voda, H2O, pripravljena v Laboratoriju za imunologijo revmatizma 
 dinatrijev hidrogenfosfat monohidrat, Na2HPO4 x H2O, analitsko čist, Kemika, Zagreb, 
Hrvaška 
 etanol – absolutni, CH3CH2OH, najmanj 99,8 %, p.a., Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija 
 etanol, 96 %, CH3CH2OH, Ph. Eur., Carlo Erba, Francija 
 etanol, 96 %, CH3CH2OH, Ph. Eur., Alkaloid Skopje, Makedonija 
 glicin, H2NCH2COOH, 99,7 – 101 %, p.a., Sigma-Aldrich, Kitajska 
 kalijev dihidrogen fosfat, KH2PO4, analitsko čist, Merck, Darmstadt, Nemčija 
 kalijev klorid, KCl, analitsko čist, Sigma-Aldrich, Izrael 
 kloroform, CHCl3, p.a., Sigma-Aldrich, Francija 
 klorovodikova kislina, HCl, Ph. Eur., Sigma-Aldrich, ZDA 
 komplet za izolacijo IgG, MAbTrap Kit, GE Healthcare Bio –Sciences AB, Uppsala 
Švedska, ki vsebuje: 
o vezavni pufer (20 mM Na-fosfat v 20 % etanolu, pH 7,9), 10-krat koncentriran, 
50 mL 
o elucijski pufer (0,1 M glicin-HCl, pH 2,7), 10-krat koncentriran, 15 mL 
o nevtralizacijski pufer (1 M Tris-HCl v 20 % etanolu, pH 9), 25 mL 
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 konjugat IgG (kozja protitelesa usmerjena proti človeškim IgG, konjugirana z alkalno 
fosfatazo) – koncentracija protiteles 0,6 mg/mL, lot J2155D, Accurate chemical & 
scientific corporation, New York, ZDA 
 ledocetna kislina, CH3COOH, 100 %, brezvodna, Merck, Darmstadt, Nemčija 
 natrijev acetat, CH3COONa, 100 %, brezvoden, analitsko čist, p.a., Merck, Darmstadt, 
Nemčija 
 natrijev klorid, NaCl, analitsko čist, Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA 
 p-nitrofenil-fosfat (p-NPP-tabletke), Sigma Aldrich, St. Louis, ZDA 
 standard HCAL, Maritim d.o.o, Ljubljana, Slovenija. 
 sintetični dioleil fosfatidil holin, Sigma Aldrich, St. Louis, ZDA 
 sintetični dioleil fosfatidil serin, Sigma Aldrich, St. Louis, ZDA 
 sljuda, Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, ZDA 
 TRIS, 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiol, C4H11NO3, analitsko čist, Merck, 
Darmstadt, Nemčija 
 tween 20 (polioksietilen (2) sorbitan monolavrat), BioXtra, Sigma-Aldrich, Francija 
 visoko prečiščena voda brez DNaz in RNaz (Ultra PURETM destilled water DNAse, RNAse 
free), GibcoTM, Invitrogen, Carlsbad, CA, ZDA 
 
3.1.3 Pufri in raztopine 
 
Vse pufre smo sterilno filtrirali skozi 0,2 μm ali 0,45 μm filter. 
 
Pufri za izolacijo IgG protiteles 
 Pufri, ki so del kompleta MAbTrap za izolacijo IgG (GE Healthcare) 
o 10-krat koncentriran vezavni pufer: 20 mM natrijev fosfat v 20 % etanolu, pH 
7,9, 
o 10-krat koncentriran elucijski pufer: 0,1 M glicin - HCl, pH 2,7, 
o nevtralizacijski pufer: 1 M Tris - HCl v 20 % etanolu, pH 9. 
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 S fosfatom pufrana fiziološka raztopina (PBS), pH 7,4 
Umerili smo pH z 2 M HCl. 
 
 PBS 0,05 % (V/V) Tween 20, pH = 7,4 
 
 
Pufri za izolacijo protiteles proti β2-glikoproteinu I 
 Elucijski pufer: 0,15 M glicin - HCl, pH 2,7 
Umerili smo pH z 2 M HCl.  
 Tris baza: 0,1 M Tris 
 Blokirni pufer: 0,1 M Tris-HCl, 0,5 M NaCl, pH 8 
Umerili smo pH z 2 M HCl. 
 Acetatni pufer: 0,1 M acetatni pufer, 0,5 M NaCl, pH 4,0 
50 mL 0,5 M raztopine ocetne kisline (priprava iz brezvodne ocetne kisline z gostoto 1,05 
kg/L) smo dodali 100 mL 0,1 M raztopine natrijevega acetata. Umerili smo pH z 
dodajanjem raztopine ocetne kisline. Dodali smo ustrezno količino NaCl. 
 
Preostali pufri in raztopine  
 
 dietanolaminskipufer, pH 9,8 
Umerili smo pH z 2M HCl 
 
 HEPES pufrana slanica s Ca2+ (HBS-Ca2+), pH 7,5: 
Kemikalije Koncentracija 
NaCl (MM = 58,44 g/mol) 137 mM 
KCl (MM = 74,55 g/mol) 2,7 mM 
Na2HPO4 x H2O (MM = 159,99 g/mol) 6,5 mM 
KH2PO4  (MM = 136,09 g/mol) 1,5 mM 
dH2O  
Kemikalije Koncentracija 
dietanolamin (MM = 105,14 g/mol)  970 mM 
MgCl2 × 6H2O (MM = 203,30 g/mol) 0,49 mM 
NaN3 (MM = 65,01 g/mol) 3,1 mM 
dH2O  
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      Umerili smo pH z 2 M NaOH in slanico v LAF komori prefiltrirali preko 0,2 μm filtra. 
 
Osnovna raztopina fosfolipidov: 
 
a) 10 mg/mL DOPS v CHCl3/MeOH (95 : 5)  
b) 100 mg/mL DOPC v absolutnem EtOH 
 
Raztopina za vakumsko uparevanje: 
 
a) 0,7 mg/mL DOPC in 0,3 mg/mL DOPS v 5 mL CH3Cl. 
b) 1,4 mg/mL DOPC in 0,6 mg/mL DOPS v 5 mL CH3Cl. 
 
Ohranjamo razmerje DOPC : DOPS 7 : 3.  
 
Raztopina aneksina A5: 
 
10 μg proteina/mL v HBS-Ca2+.  
 
Raztopina zmesi s protitelesi: 
 
Katastrofni antifosfolipidni sindrom 
 
VANXA5 = 10,3 μL (ck = 10 µg/mL) 
Vβ2GPI = 45,7 μL (ck = 0,15 mg/mL) 
VPT = 363,7 μL (ck = 0,4 mg/mL) 
VHBS-Ca2+ = 580,3 μL 
 
 
 
 
 
 
Kemikalije Koncentracija 
CaCl2 × 2H2O  (MM = 147,01 g/mol) 0,75 mM 
HEPES (MM = 238,3 g/mol) 5 mM 
NaCl (MM = 58,44 g/mol) 75 mM 
H2O (voda za injekcije)   
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3.1.4 Aparature in pribor 
 
 amicon Ultra 15 centrifugirke z ultrafiltracijsko membrano, Merck, Nemčija  
 anti-β2GPI inkubator, pripravljen v Laboratoriju za imunologijo revmatizma 
 kolona z vezanim β2GPI, pripravljena v Laboratoriju za imunologijo revmatizma 
 centrifugirne epruvete, 50 mL, TPP, Švica 
 centrifuga 5430 R, Eppendorf, Nemčija 
 centrifuga, HETICH, Rotor 1619,296, Labcare, Združeno kraljestvo 
 črpalka Bio-Rad BioLogic LP, Bio-Rad laboratories, ZDA 
 dializna membrana (celuloza), Dialysis Tubing Cellulose Membrane, Sigma, St. Louis, 
ZDA 
 droben laboratorijski pribor in oprema: nastavki za pipete (z in brez filtrov), steklovina, 
plastične kadičke, ipd. 
 epruvete, 1,5 in 2 mL, Safe-Lock Tubes, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
 HiTrapTM Protein G HP, 5 mL – MAb Trap Kit, GE HEalthcare, Združeno kraljestvo 
 injekcijske brizge (1, 3, 5, 10 mL), Henke Sass Wolf, Tuttlingen, Nemčija 
 kolona z imobiliziranim G proteinom, Hi TrapTM Protein G HP, 5 mL, GE Healthcare Bio-
Sciences  
 komora z laminarnim pretokom zraka, tip MC 12-2, Iskra-PIO, Šentjernej, Slovenija 
 ledomat Scotsman, AF 80, Scotsman Industries, ZDA 
 magnetno mešalo Rotamix 550 MMH, Tehtnica, Slovenija 
 membranski filtri za enkratno uporabo 0,20 μm in 0,45 μm, Millipore Corporation, ZDA 
 mikrotitrska plošča Costar 3590, 96 well EIA/RIA Plate, flat bottom without lid, high 
binding, polystyrene, non-sterile, Corning, New York, ZDA 
 MSCT-AUNM silicone nitride tip (silikonska igla za AFM), Veeco, Camarillo, CA, USA 
 nanoscope IIIa-MultiMode AFM, Digital instruments, Santa Bsrbara, CA, USA 
 pipete Research (10 – 100 μL, 20 – 200 μL, 100 – 1000 μL) in multipipete Research (10 – 
100 μL, 30 – 300 μL), Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
 pH meter, Mettler Toledo, SevenEasy, Corning Science Products, New York, ZDA 
 pH lističi MColorpHastTM, Merck, Darmstadt, Nemčija 
 vakumska črpalka, 220V, KNF, NEuberger GbbH, Freiburg-Munzingen, Nemčija  
 vakumski uparjevalnik, Devarot, Elektromedicina, Slovenija 
 spiralec mikrotitrskih plošč ELx405 BioTek, Winooski, Vermont, ZDA 
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 spektrofotometer za mikrotitrske plošče, Sunrise Tecan, Tecan Tradin AC, Männedorf, 
Švica 
 spektrofotometer Nanodrop 2000c, Thermo Scientific, ZDA 
 stresalnik mikrotitrskih plošč MTS 2/4 digital, IKA, ZDA 
 tehtnica Mettler PM2500, Mettler Toledo, Švica 
 ultrazvočna kadička Elmasonic P60H (180 V, 37 kHz), Elma, Singen, Nemčija 
 vibracijski mešalnik Vortex – Genie 2, Scientific Industries, G650E, ZDA 
 zapiralca dializne membrane, Dialysis tubing cloruses, Sigma, St. Louis, ZDA 
 zbiralec frakcij Bio-Rad model 2110, Bio-Rad laboratories, ZDA 
 zetasizer Nano ZS, Malvern, Velika Britanija 
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3.2 METODE 
 
Pri našem delu smo v prvem koraku z metodo afinitetne kromatografije iz serumskega vzorca 
bolnika s katastrofnim antifosfolipidnim sindromom izolirali IgG protitelesa. Iz pridobljene 
frakcije smo v nadaljevanju izolirali še specifična protitelesa proti β2-glikoproteinu I. Prav tako 
smo optimizirali pripravo fosfolipidnih veziklov, ki so nam kasneje služili kot osnova za 
simuliranje fiziološke vezave protiteles proti β2-glikoproteinu I. 
 
3.2.1 Izolacija IgG protiteles na koloni z vezanim proteinom G po principu afinitetne 
kromatografije 
 
Za izolacijo protiteles IgG smo uporabili 5 mL kolono HiTrapTM Protein G HP (MAb Trap Kit, 
GE HEalthcare) in postopek izvedli po navodilih proizvajalca (24).  
Pred samim začetkom izolacije smo kolono, pufre in serumski vzorec ogreli na sobno 
temperaturo. Vezavni in elucijski pufer smo najprej desetkrat redčili s prefiltrirano dH2O v 
razmerju 1 : 10 in ju nato filtrirali (filter z velikostjo por 0,2 μm). Serumski vzorec bolnika smo 
z vezavnim pufrom redčili v razmerju 1 : 2 in ga prav tako prefiltrirali, s čimer smo se znebili 
mikroorganizmov, ki bi lahko kontaminirali kolono. 
Brizgo smo napolnili s 25 mL dH2O in jo povezali s kolono preko adapterja. Kolono smo najprej 
spirali s 25 mL dH2O, čemur je sledilo še spiranje s 25 mL vezavnega pufra ob pretoku 1 
kapljica/s (5 mL/min) (ta korak smo izpustili, če smo na koloni že imeli vezavni pufer).   
Z brizgo smo nato preko filtra na kolono nanesli serumski vzorec in takoj začeli zbirati frakcije. 
Po nanosu serumskega vzorca smo kolono spirali s 25 mL vezavnega pufra dokler nismo 
odstranili vseh nevezanih proteinov. Zadnjim frakcijam smo na spektrofotometru Nanodrop 
izmerili absorbanco pri 280 nm. Če je absorbanca frakcij dosegla vrednost slepe raztopine, je 
to pomenilo, da so bili odstranjeni vsi nevezani proteini.  
Vezane proteine IgG smo nato eluirali z 10 mL elucijskega pufra ter sočasno zbirali 1 mL 
frakcije v 1,5 mL epruvete. Aborbanco frakcij smo merili pri 280 nm in spiranje končali, ko se 
je absorbanca posamezne frakcije znižala pod 0,010 glede na vezavni pufer. Na koncu smo 
kolono ponovno sprali še z 25 mL vezavnega pufra. V primeru dolgotrajnejšega shranjevanja 
smo kolono sprali še s 25 mL 20 % etanola in jo shranili pri 4 °C.  
V epruvetah z eluiranim vzorcem smo sproti preverjali pH z indikatorskimi lističi in ga 
nevtralizirali z nevtralizirajočim pufrom. Ko smo nevtralizirali vse vzorčke, smo jim izmerili 
koncentracijo IgG. Vzorce z absorbancami pri 280 nm višjimi od 0,1 smo nato združili in 
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ponovno pomerili absorbanco na aparatu Nanodrop, pred postopkom razsoljevanja z dializno 
membrano.  
 
3.2.2 Razsoljevanje z dializno membrano 
 
Za razsoljevanje in menjavo puferskega sistema eluiranega vzorca smo uporabili celulozno 
dializno membrano s porami, ki ne prepuščajo delcev večjih od 12 kDa. Celulozno dializno 
membrano smo predhodno 3 ure spirali pod tekočo vodo in tako odstranili glicerol.  
Na spodnjo stran membrane smo namestili zapiralec in jo s pomočjo lija napolnili s celotnim 
volumnom izolirane frakcije. Na vrhu smo iztisnili zrak in še na zgornjo stran namestili 
zapiralec. Vzorec v celulozni dializni membrani smo potopili v 2 L pufra PBS. Po dveh urah, 
pri 4 °C in ob stalnem mešanju z magnetnim mešalom smo pufer zamenjali z novim PBS ter 
vzorce pustili dializirati 48 ur. Po opravljenem razsoljevanju preko dializne membrane smo 
združenemu vzorcu ponovno pomerili absorbanco in ga shranili na + 4 °C do kasnejše izolacije 
protiteles na koloni z vezanim β2-glikoproteinom I. 
 
3.2.3 Izolacija protiteles proti β2-glikoproteinu I 
 
Iz vzorca IgG frakcije bolnika je sledila izolacija protiteles proti β2-glikoproteinu I. V ta namen 
smo uporabili kolono s kovalentno vezanim β2-glikoproteinom I, ki specifično veže protitelesa 
proti β2-glikoproteinu I. Celoten postopek smo izvajali v hladni sobi pri 4 °C.  
Pred izolacijo smo pripravili črpalko BioRad za črpanje raztopin. Uporabili smo cevke s 
premerom 3,1 mm in pretok na črpalki nastavili na 2 mL/min (140–160 mL/h). Kolono z 
vezanim β2-glikoproteinom I smo vpeli v stojalo in jo povezali s črpalko. Za tem smo odprli 
ventile na afinitetni koloni in vključili črpalko. 
Kolono smo najprej spirali s 100 mL 150 mM vezavnega pufra PBS pH 7,4 s pretokom 2 
mL/min 50 min. Po spiranju smo kolono povezali z vzorcem frakcije IgG in ga pustili krožiti 
skozi kolono pri pretoku 0,8 mL/min 90 minut ali na + 4 °C preko noči. V tem koraku so se na 
kolono vezala specifična protitelesa. Po vezavi protiteles smo kolono ponovno spirali s 100 mL 
150 mM PBS, pH 7,4 pri pretoku 2 mL/min 50 min.  
Ko smo sprali vsa nevezana protitelesa, smo pripravili kolektor z oštevilčenimi epruvetami, ki 
smo ga povezali z računalnikom in črpalko. Na črpalki smo nastavili program ELUCIJA 40ML 
in elucijski pufer pred pričetkom povezali s cevko na koloni. Pretok smo nastavili za 1,0 
mL/min in zbirali frakcije po 1,5 mL. Tekom elucije smo na računalniku spremljali spremembo 
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prevodnosti in UV svetlobe ter čas eluiranja podaljšali v kolikor smo videli, da se protitelesa še 
eluirajo.  
Po koncu elucije smo zbranim frakcijam preverili pH in ga nato uravnali na pH 7 z 1M TRIS 
bazo ter izmerili koncentracijo protiteles na spektrofotometru Nanodrop pri 280 nm. Po 
opravljeni eluciji smo kolono regenerirali, pri čemer smo uporabili blokirni in acetatni pufer ter 
regeneracijo izvedli s programom REGEN APT.  
Po regeneraciji kolone smo vse cevke sprali z dH2O (15 min) za tem pa smo spirali še kolono 
s 100 mL 150 mM PBS pH 7 pri pretoku 2 mL/min 50 min. V kolikor kolone nismo uporabili 
naslednji dan, smo jo konzervirali z 20 % etanolom. 
 
3.2.4 Koncentriranje in razsoljevanje vzorca po izolaciji protiteles proti β2-
glikoproteinu I  
 
Po drugi stopnji izolacije vzorca na β2-glikoprotein I afinitetni koloni smo vzorec skoncentrirali 
in mu zamenjali pufer. Vzorec smo spustili preko AMICON Ultra 15 filter epruvete s posebnim 
filtrom, ki loči molekule večje od 100 kDa. V epruveto smo nanesli večkrat zaporedoma po 15 
mL vzorca in centrifugirali, dokler nismo v zadostni meri skoncentrirali celotne frakcije. Vsak 
odpad smo pomerili na aparatu Nanodrop, zato da smo se prepričali, da proteini niso prešli 
filtra.  
Koncentriranemu vzorcu smo dodali sterilni PBS do 15 mL in ga ponovno centrifugirali, s tem 
smo izmenjali pufer našemu vzorcu. Koncentriranemu vzorcu v PBS smo določili še 
koncentracijo na Nanodrop spektrofotometru in v ELISA z vezanim β2-glikoproteinom I ter ga 
shranili na – 80 °C do kasnejše uporabe.  
 
3.2.5 Določanje protiteles proti β2-glikoproteinu I z metodo ELISA 
 
Za določanje protiteles smo uporabili hišno indirektno metodo ELISA (25, 26).  
Za spiranje, priprave vzorcev in konjugatov smo uporabili 150 mM PBS z 0,05 % Tweenom, 
kot standard pa smo uporabili himerna monoklonska protitelesa razreda G (HCAL). Na 
mikrotitrsko ploščico smo najprej nanesli β2-glikoprotein I [10 µg/mL] in inkubirali 2 uri pri 
sobni temperaturi.  
Mikrotitrsko ploščo smo nato 1-krat spirali s pufrom PBS v spiralcu Elx405 BioTek (program 
BETA 1) in nato v posamezno luknjico na plošči nanesli 50 µL vzorcev, kontrol ali standardov 
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ter inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi. Med inkubacijo smo pripravili konjugat IgG pri 
čemer smo 6 mL150 mM PBS s 0,05 % Tweenom tik pred spiranjem dodali 6 µL IgG. 
Inkubaciji je sledilo 4-kratno spiranje v spiralcu (program BETA 2) in nanos 50 µL sekundarnih 
protiteles proti IgG konjugiranih z alkalno fosfatazo (1 : 1000) ter ponovna inkubacija na sobni 
temperaturi 30 minut. Pet minut pred nanosom na ploščo smo raztopili pNPP, ki smo ga nato v 
100 µL/odprtinico nanesli na 4-krat sprane mikrotitrske plošče. Sledila je meritev absorbance 
pri 405 nm z referenčnim filtrom pri 690 nm v čitalniku SunRise Tecan.  
 
3.2.6 Priprava in optimizacija fosfolipidnih veziklov 
 
Za pripravo fosfolipidnega dvosloja smo uporabili dva tipa fosfolipidov. DOPC, ki daje 
membrani strukturo in DOPS, na katerega se vežejo β2-glikoproteini I.  
Stekleno bučko in 5 mL stekleno pipeto smo pred vsako pripravo fosfolipidnih veziklov sprali 
z absolutnim etanolom, zavili v aluminijasto folijo ter pred uporabo še osušili z dušikom. Pred 
uporabo smo z absolutnim etanolom sprali tudi vakumski uparjevalnik. 
V bučko smo potem v 5 mL kloroforma, odpipetirali različne volumne DOPC in DOPS, pri 
čemer je bilo razmerje med DOPC in DOPS vedno 7 : 3. Zaradi svetlobne in toplotne 
občutljivosti DOPS smo bučko zavili v aluminijasto folijo pred nanosom na vakumski 
uparjevalnik. Na uparjevalniku smo s priključeno vakumsko črpalko pod znižanim tlakom 
odparevali CH3Cl in sušili vzorec 60 minut. Po eni uri smo vakumsko črpalko odklopili, 
fosfolipidni film v stekleni bučki suspendirali v 10 mL pufra HBS-Ca2+ in ponovno uparjevali 
vzorec. Tokrat smo vzorec pustili priklopljen na vakumski uparjevalnik 30 minut brez 
priključene vakumske črpalke. Na vakumski uparjevalnik smo imeli priključeno tudi dušikovo 
jeklenko, da je uparjevanje potekalo v inertni atmosferi. 
Po končanem vakumskem uparjevanju smo bučko s suspendiranimi fosfolipidnimi vezikli 
prenesli v mrzlo kopel v ultrazvočno kadičko. V kadičko smo predčasno natočili mrzlo vodo in 
led. Začetna temperatura kopeli je znašala med 16 in 22 °C. Bučko s fosfolipidnimi vezikli smo 
v ultrazvočni kadički pustili 5, 10, 15 in 20 minut ter pri 60 %, 70 %, 80 % in 90 % moči 
ultrazvočne kadičke in naknadno ugotavljali optimalno kombinacijo pogojev. 
Z uporabo fotonske korelacijske spektroskopije, ki je metoda za določanje velikosti delcev v 
nanometrskem območju (med 0,6 nm in 6 μm) smo določili optimalno velikost delcev, to je 
veziklov, ki so potem z največjo prekrivnostjo tvorili planarne dvosloje na sljudi.  
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3.2.7 Delo na mikroskopu na atomsko silo 
 
Pri delu smo uporabljali mikroskop na atomsko silo (AFM) Nanoscope IIIa (Digital 
Instruments). Vzorec, ki smo ga želeli opazovati, smo pred nanosom na mikroskop na atomsko 
silo podprli s trdnim nosilcem. V našem primeru smo kot substrat uporabili negativno nabito 
sljudo.  
Z lepilnim trakom smo pred vsako uporabo odstranili zgornjo plast sljude, saj smo si tako 
zagotovili atomsko gladko površino pred nanosom vzorca. V prvi stopnji smo na sljudo nanesli 
med 110 in 125 μL disperzije fosfolipidnih veziklov in jih na sobni temperaturi inkubirali 60 
minut. Po eni uri smo s papirjem ostranili višek fosfolipidnih veziklov in površino dvakrat 
spirali z HBS-Ca2+. Pred nanosom na mikroskop smo na sljudo s fosfolipidnimi vezikli 
odpipetirali kapljico pufra, ki ni prekrival celotne površine. Trdni nosilec skupaj z vzorcem in 
pufrom smo namestili na skener mikroskopa na atomsko silo. Mikroskopirali smo v 
tekočinskem mediju (slika 5).  
 
Slika 5: Mikroskopija na atomsko silo v tekočinski celici. (A) Shema delovanja mikroskopa na atomsko silo. (B) 
Tekočinska celica. Sonda, konzola in vzorec so popolnoma potopljeni v tekočino. (C) Celotna sestava. 
Tekočinska celica je pritrjena na mikrometer (25). 
 
V tekočinsko celico smo najprej namestili gumico, s katero smo preprečili uhajanje tekočine na 
mikroskop. Temu je sledila namestitev igle, s katero smo merili v realnem času s kontaktnim 
načinom. Pri tem načinu slikanja ročica s konstantno silo pritiska na površino vzorca. Po 
namestitvi gumice in igle, smo na tekočinsko celico na eni strani preko cevke pritrdili injekcijo 
s pufrom, na drugi strani pa smo namestili cevko za odpad. Tekočinsko celico smo nato pritrdili 
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na mikroskop tako, da se je zgornja stran celice dotikala trdnega nosilca z vzorcem. Ko je bila 
tekočinska celica neprodušno zaprta in pritrjena na mikroskop, smo vanjo z injekcijsko brizgo 
vbrizgali pufer. S tem smo odpravili zračne mehurčke v vzorcu in preverili ali je tekočinska 
celica dobro zatesnjena. 
Fosfolipidnemu dvosloju je nato sledil nanos 100 μL aneksina A5, kjer smo vzorec ponovno 
inkubirali 60 minut. Aneksin A5 smo v tekočinsko celico vnesli z menjavo injekcij. Po 60 
minutah smo nastanek aneksinskega kristalnega plašča opazovali pod mikroskopom na 
atomsko silo.   
V zadnji fazi pa smo na vzorec nanesli 200 μL zmesi β2-glikoproteina I, protiteles proti β2-
glikoproteinu I in aneksina A5 v pufrani slanici. To smo ponovno storili z menjavo injekcij v 
tekočinski celici.  
Rezultate, podane kot višina ali prvi odvod višine, ki smo jih dobili, pa smo analizirali z 
računalniškim programom Nanoscope Analysis za obdelavo slik.   
 
Tipični ukazi, ki smo jih uporabili pri analizi z računalniškim programom Nanoscope Analysis: 
– flatten: ukaz ''flatten'' se uporablja pred ukazi za analizo slike, saj poravna ozadje slike. 
– section: z ukazom ''section'' dobimo prikaz profila višine vzorca. 
– bearing analysis:  s tem ukazom lahko izmerimo, kolikšen del posamezne slike je višji 
kot izbrana višina, s čimer lahko določimo delež prekritosti površine z dvoslojem. Pred 
samo analizo se uporabi še ukaz ''flatten'' in/ali ukaz ''tresholding'', s katerim izločimo 
delce ozadja, ki bi lahko motili samo analizo.  
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
4.1 IZOLACIJA PROTITELES 
 
V prvem delu naloge smo si zadali pridobiti zadostne količine protiteles proti β2-glikoproteinu 
I. Iz vzorca imunoadsorpcije bolnika s katastrofnim antifosfolipidnim sindromom smo najprej 
izolirali IgG protitelesa. Iz pridobljenega vzorca IgG protiteles pa smo nato v več stopnjah 
izolirali protitelesa proti β2-glikoproteinu I.  
 
4.1.1 Izolacija IgG protiteles 
 
Z afinitetno kromatografijo z imobiliziranim proteinom G smo v prvi stopnji, v dveh ciklih, 
izolirali celokupne IgG. V prvem ciklu smo opravili pet, v drugem ciklu pa šest izolacij, pri 
čemer smo pri vsaki izhajali iz 15 mL plazmaferata bolnika s katastrofnim antifosfolipidnim 
sindromom, redčenega z vezavnim pufrom v razmerju 1 : 2 (Tabela 1).  
V prvem ciklu, po petih izolacijah, smo pridobili 54 mL vzorca, kjer je koncentracija IgG 
protiteles v frakciji znašala 1,234 mg/mL, celokupna masa IgG pa 66,636 mg.  
V drugem ciklu, po šestih izolacijah, smo pridobili 64 mL vzorca, kjer je koncentracija IgG 
protiteles v frakciji znašala 1,136 mg/mL, celokupna masa IgG pa 72,704 mg.  
 
Tabela 1: Izolacija IgG 
Cikel Vzorec Skupni volumen 
frakcij 
Koncentracija IgG 
protiteles v frakciji 
Celokupna masa 
IgG 
Prvi cikel vzorec 1 54 mL 1,234 mg/mL 66,636 mg 
Drugi cikel vzorec 2 64 mL 1,136 mg/mL 72,704 mg 
 
 
4.1.2 Dializa 
 
Vsaki stopnji izolacije je sledila dializa v PBS pufru, pri čemer smo izmenjali pufer in se znebili 
odvečnih soli, ki jih je vsak vzorec pridobil v postopku izolacije. Koncentracija IgG protiteles 
v prvem ciklu je padla iz 1,234 mg/mL na 1,215 mg/mL, celokupna masa IgG pa je potem 
znašala 65,610 mg. V drugem ciklu je koncentracija IgG protiteles v frakciji padla iz 1,136 
mg/mL na 1,193mg/mL, celokupna masa IgG pa je potem znašala 76,352 mg. 
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4.1.3 Izolacija protiteles proti β2-glikoproteinu I 
 
Izolaciji celokupnih IgG in dializiranju je sledila izolacija protiteles proti β2-glikoproteinu I po 
metodi afinitetne kromatografije z na CNBr sefaroznem nosilcu imobiliziranim β2-
glikoproteinom I. Obe frakciji IgG (vzorec 1 in vzorec 2) smo pustili krožiti skozi afinitetno 
kolono, iz katere smo potem eluirali in skoncentrirali pridobljena protitelesa. Izolacijo protiteles 
proti β2-glikoproteinu I smo izvedli v več stopnjah in vzorce skoncentrirali.  
Najprej smo iz vzorca 1 skoncentrirali protitelesa proti β2-glikoproteinu I v dve 
mikrocentrifugirki (epica 1 in epica 2). Zaradi presežene kapacitete kolone smo iz vzorca 1 
ponovno izvedli izolacijo, pri čemer smo po ponovnem koncentriranju skoncentrirali protitelesa 
še v dve mikrocentrifugirki (epica 3 in epica 4) (slika 6).  
 
 
 
Slika 6: Shema koncentriranja vzorca 1 
 
Vzorec 2 iz drugega cikla izolacije IgG smo pustili krožiti skozi afinitetno kolono, nato pa smo 
proteine proti β2-glikoproteinu I eluirali iz kolone in skoncentrirali v dve mikrocentrifugirki 
(epica 5 in epica 6) (slika 7). 
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Slika 7: Shema koncentriranja vzorca 2 
 
Zaradi nizke kapacitete kolone smo se odločili, da poskusimo protitelesa proti β2-glikoproteinu 
I izolirati še iz vseh ostankov vzorcev po izolaciji (vzorec 3). S tem smo pridobiti maksimalno 
možno količino protiteles proti β2-glikoproteinu I. Za razliko od prejšnjih nanosov na kolono 
pa smo vzorcu 3 dodali še 0,05 % Tween-a 20. Vzorci po kroženju naj ne bi vsebovali več 
protiteles proti β2-glikoproteinu I, vendar smo vseeno želeli videti ali bo dodatek detergenta 
vplival na izolacijo. Prav tako smo tukaj edinkrat uporabili pufer PBS + 0,05 % Tween. 
 
Združili smo ostanke obeh že krožečih vzorcev na koloni in s tem pridobili vzorec 3:  
 IgG po dveh kroženjih na beta koloni (po pridobljenih vzorcih epica 1, epica 2, epica 3 in 
epica 4)  V = 50 mL, c = 0,713 mg/mL, A280 = 0,976 
 IgG ostanek po kroženju (30.1.18, epruveta 1), V = 28 mL, c = 0,835 mg/mL, A280 = 1,143 
 IgG ostanek po kroženju (30.1.18, epruveta 2), V = 45 mL, c = 0,833 mg/mL, A280 = 1,141 
 
Kolono smo dobro sprali in vezane proteine eluirali iz kolone ter jih skoncentrirali v dve 
mikrocentrifugirki (epica 7 in epica 8) (slika 8). 
 
Slika 8: Shema koncentriranja vzorca 3 
 
Podatki o vseh izolatih so zbrani v Tabeli 2. 
 
2 
5 
VZOREC 2 
EPICA 5 
EPICA 6 
VZOREC 3 
EPICA 7 
EPICA 8 
izolacija in 
koncentriranje 
izolacija in 
koncentriranje 
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4.1.4 Anti-β2GPI IgG ELISA  
 
S testom anti-β2GPI IgG ELISA smo preverili avidnost izoliranih protiteles. Na vezavno 
površino mikrotitrske ploščice smo vezali β2-glikoprotein I, na katerega so se potem vezala 
izolirana protitelesa. Specifično vezana protitelesa smo določili s sekundarnimi encimsko 
označenimi protitelesi. Posamezne izolate smo redčili na različne načine in izmerili njihovo 
vezavo na β2-glikoprotein I z anti-β2GPI IgG ELISO (Tabela 2). 
 
Tabela 2: Podatki o vseh izolatih 
Datum Vzorec Volumen Koncentracija Masa ELISA (vrednost 
AUG) 
ELISA 
(vrednost 
AUG) 
17. 1. 18 epica 1 1,2 mL 1,056 mg/mL 1,27 mg 138 (1 : 100) 113 (1 : 200) 
  17. 1. 18 epica 2 0,5 mL 0,381 mg/mL 0,191 mg 82 (1 : 50) 13 (1 : 400) 
19. 1. 18 epica 3 0,55 mL 0,334 mg/mL 0,1837 mg 32 (1 : 100) 16 (1 : 200) 
19. 1. 18 epica 4 0,5 mL 0,034 mg/mL 0,017 mg 32 (neredčen)  
30. 1. 18 epica 5 1,5 mL 0,810 mg/mL 1,215 mg  66 (1 : 200) 
30. 1. 18 epica 6 1,5 mL 0,477 mg/mL 0,7155 mg 73 (1 : 100) 42 (1 : 200) 
12. 2. 18 epica 7 1,5 mL 0,375 mg/mL 0,5625 mg 18 (1 : 100) 8 (1 : 200) 
12. 2. 18 epica 8 1,5 mL 0,326 mg/mL 0,489 mg 18 (1 : 100) 9 (1 : 200) 
 
Na anti-β2GPI IgG ELISA smo imeli potrjeno prisotnost anti-β2GPI IgG s pozitivnim 
rezultatom (pozitiven rezultat predstavlja že AUG > 5) pri vseh izolatih in njihovih redčitvah. 
Največja količina protiteles proti β2 - glikoproteinu I je bila izolirana v Epici 1, kjer smo dobili 
tudi visoko pozitivne rezultate (AUG > 100) kljub redčitvam vzorca 1 : 100 in 1 : 200. Tudi pri 
ostalih vzorcih smo dobili srednje do visoko pozitivne rezultate, iz česar lahko potrdimo 
prisotnost protiteles proti β2 - glikoproteinu I z visoko pozitivnim rezultatom. Nižje vrednosti 
AUG zgolj predstavljajo nižjo količino izoliranih protiteles in ne manjše avidnosti.  
Vzorce iz vseh osmih mikrocentrifugirk smo po končanih izolacijah skoncentrirali v 2 mL pufra 
HBS. Koncentracija protiteles proti β2-glikoproteinu I, izoliranih iz plazmaferata pacienta s 
katastrofnim antifosfolipidnim sindromom, je znašala 1,1 mg/mL.  
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4.2 OPTIMIZACIJA PRIPRAVE FOSFOLIPIDNEGA DVOSLOJA 
 
Osnova za opazovanje interakcij med posameznimi biomolekulami na mikroskopu na atomsko 
silo je bila priprava planarnega fosfolipidnega dvosloja. Pri pripravi dvosloja smo uporabili dva 
tipa fosfolipidov. DOPC kot strukturno osnovo in DOPS kot mesto vezave β2-glikoproteinov I. 
Iz predhodnih raziskav in priprav fosfolipidnega dvosloja, povzetih po doktorski dizertaciji 
Špele Irman (4), smo se odločili, da bomo tudi v naši raziskavi uporabili priporočeno razmerje 
med DOPS in DOPC 3 : 7. Višja koncentracija DOPS bi namreč lahko povzročila večjo 
rigidnost strukture, fosfolipidni dvosloj se v tem primeru ne bi lepo porazdelil po površini 
sljude. Večja prekritost površine pa je bila pogoj za uspešno izpeljane poskuse. 
 
4.2.1 Koncentracija dioleil fosfatidil serina in dioleil fosfatidil holina 
 
Sprva smo za pripravo fosfolipidnega dvosloja, v 5 mL kloroforma, zmešali 35 μL DOPC s 
koncentracijo 100 mg/mL in 150 μL DOPS s koncentracijo 10 mg/mL. Kasneje pa smo 
volumna povečali in smo v 5 mL kloroforma zmešali 70 μL DOPC s koncentracijo 100 mg/mL 
in 300 μL DOPS s koncentracijo 10 mg/mL. Volumen fosfolipidnih veziklov smo povečali, saj 
smo želeli preveriti, ali se s tem zveča prekritost trdega nosilca – sljude s fosfolipidnim 
dvoslojem.  
Ugotovili smo, da z zvečanjem volumna ne izboljšamo prekritosti trdega nosilca s fosfolipidnim 
dvoslojem, pač pa je prekritost površine odvisna od velikosti fosfolipidnih veziklov. Obe 
kombinaciji, v kolikor ohranjamo razmerje 7 : 3, sta primerni za pripravo fosfolipidnega 
dvosloja.  
 
4.2.2 Velikost fosfolipidnih veziklov 
 
Z uporabo naprave Zetasizer Nano ZS in fotonske korelacijske spektroskopije, smo določili 
velikost delcev, s katerimi smo uspeli dobiti najvišjo prekrito površino na trdem nosilcu. 
Optimalna velikost delcev, ki jo želimo doseči pri pripravi fosfolipidnih veziklov, je približno 
200 nm. Delci, ki so precej manjši ali pa precej večji od 200 nm, se po površini sljude ne 
razlijejo in ne tvorijo planarnih dvoslojev. 
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4.2.3 Doseganje optimalne velikosti fosfolipidnih veziklov 
 
Za doseganje optimalne velikosti fosfolipidnih veziklov, s katerimi čim bolj prekrijemo 
površino sljude, smo za homogenizacijo heterogenih veziklov uporabili ultrazvočno kadičko. 
Za ultrazvočno kadičko smo se odločili zaradi preprostosti in ponovljivosti metode.  
Vezikle smo po vakumskem uparevanju v ultrazvočni kadički pustili 5, 10, 15 in 20 minut pri 
60 %, 70 %, 80 % in 90 % moči ultrazvočne kadičke.  
200 nm velike delce smo najpogosteje dosegli, kadar smo ultrazvočno kadičko uporabljali na 
90 % moči vsaj 10 minut. Več kot 20 minut uporabe ultrazvočne kadičke ni pokazalo bistveno 
drugačnih rezultatov, tako da je podaljšanje časa delovanja kadičke nesmiselno.  
 
4.2.4 Debelina planarnega dvosloja in prekritost površine 
 
Z mikroskopom na atomsko silo smo pri različnih vzorcih izmerili debelino planarnega dvosloja 
in prekritost površine.  
Na trdni nosilec, sljudo, smo nanesli fosfolipidne vezikle. Sljudo, kot trdni nosilec, smo izbrali 
zato, ker je molekularno gladka in hidrofilna površina. Sestoji iz negativno nabitih plasti, ki so 
med seboj povezane s pozitivno medplastjo K+ ionov. V vodnih raztopinah pride do disociacije 
K+ ionov in s tem postane sljuda negativno nabita (4).  
Po enourni inkubaciji in spiranju veziklov s HBS-Ca2+ smo vzorec pogledali pod mikroskopom 
na atomsko silo. Vsako sliko, ki je nastala, smo analizirali s programom Nanoscope Analysis.  
Pred meritvijo same debeline smo sliko poravnali s pomočjo ukaza ″flatten″ (slika 9).  
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Slika 9: Uporaba ukaza ″flatten″ v programu Nanoscope Analysis.  
 
Sledila je meritev debeline dvosloja s pomočjo ukaza ″section″ (slika 10). Debelino dvosloja 
dobimo iz razlike v višini (ang. vertical distance) med sljudo in dvoslojem. Na sliki 10 ta znaša 
3,2 nm. 
 
 
Slika 10: Uporaba ukaza ″section″ v programu Nanoscope Analysis.  
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Prekritost površine smo merili po meritvi debeline fosfolipidnega dvosloja. Uporabili smo ukaz 
″bearing analysis″ (slika 11). S puščico označen ″Bearing Area Percent″ nam poda delež 
prekrite površine, ki v tem primeru znaša 10,74 %. 
 
 
Slika 11: Uporaba ukaza ″bearing analysis″ v programu Nanoscope Analysis.  
 
S pomočjo programa Nanoscope Analysis smo torej analizirali debelino in prekritost površine 
pri različnih vzorcih.  
Meritve na mikroskopu na atomsko silo smo izvajali po priporočilih, povzetih po doktorski 
dizertaciji Špele Irman (4). Pri merjenju debeline smo na fosfolipidni dvosloj delovali z 
najmanjšo možno silo. Silo skeniranja smo držali na najnižji točki s stalnim prilagajanjem 
nastavljene vrednosti med slikanjem. Povprečna debelina dvosloja pri vzorcih, ki smo jih na 
ultrazvočni kadički pustili 10 min pri 90 % moči, je znašala 2,3 ± 0,54 nm. Povprečna prekritost 
površine znaša 55 ± 1,7 %  (Tabela 3). 
 
Tabela 3: Debelina dvosloja in prekritost površine pri vzorcih, ki so bili v ultrazvočni kadički 10 min pri 90% moči 
Ime Višina dvosloja (v nm) Prekritost površine (v %) 
Vzorec 1 1,5 53 
Vzorec 2 2,6 54 
Vzorec 3 2,7 57 
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Povprečna debelina dvosloja pri vzorcih, ki smo jih na ultrazvočni kadički pustili 15 min pri 90 
% moči, je znašala 2,6 ± 0,46 nm. Povprečna prekritost površine znaša 54 ± 8,2 % (Tabela 4). 
 
Tabela 4: Debelina dvosloja in prekritost površine pri vzorcih, ki so bili v ultrazvočni kadički 15 min pri 90 % moči 
Ime Višina dvosloja (v nm) Prekritost površine ( v %) 
Vzorec 1 2,0 66 
Vzorec 2 2,8 53 
Vzorec 3 2,7 43 
Vzorec 4 2,8 39 
Vzorec 5 2,8 48 
Vzorec 6 2,2 53 
Vzorec 7 3,5 57 
Vzorec 8 3,1 53 
Vzorec 9 2,7 53 
Vzorec 10 2,5 61 
Vzorec 11 1,8 66 
 
Povprečna debelina dvosloja pri vzorcih, ki smo jih na ultrazvočni kadički pustili 20 min pri 90 
% moči, je znašala 1,8 ± 0,25 nm. Povprečna prekritost površine znaša 56 ± 6,2 % (Tabela 5). 
 
Tabela 5: Debelina dvosloja in prekritost površine pri vzorcih, ki so bili v ultrazvočni kadički 20 min pri 90 % moči 
Ime Višina dvosloja (v nm) Prekritost površine ( v %) 
Vzorec 1 2,2 58 
Vzorec 2 2,0 56 
Vzorec 3 1,6 45 
Vzorec 4 1,9 55 
Vzorec 5 1,5 64 
 
 
Povprečna debelina fosfolipidnega dvosloja, ki smo jo dobili z merjenjem na mikroskopu na 
atomsko silo, je znašala okrog 2,3 nm. Realna debelina fosfolipidnega dvosloja na sljudi znaša 
6 nm (4). Razlika v debelini med našimi meritvami in realno debelino je posledica pritiska igle 
na fosfolipidni dvosloj in deformacije dvosloja. Ko z določeno silo pritisnemo na biološki 
vzorec, ga stisnemo, saj ni tako kompakten, kot so trdni vzorci. Posledično je debelina vzorca, 
zaradi delovanja sile, nižja od dejanske. V kolikor pa na vzorec ne bi pritisnili z določeno silo, 
ne bi dobili uporabne slike. Debelina našega vzorca se je prav tako nekoliko razlikovala od 
tiste, izmerjene pri poskusih v doktorski dizertaciji. Te razlike pa so posledica različnih 
velikosti sil, ki so delovale na vzorec.  
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4.3 KRISTALIZACIJA ANEKSINA A5 NA FOSFOLIPIDNEM 
DVOSLOJU 
 
Ko smo potrdili fosfolipidni dvosloj na sljudi smo nanj nanesli 100 μL aneksina A5. Na  
površini 10 × 10 µm nam je s fosfolipidnim dvoslojem sljudo uspelo prekriti vsaj v 50 % deležu.  
100 μL aneksina A5 smo vbrizgali v tekočinsko celico in vzorec inkubirali 60 minut. Aneksin 
na površini dvosloja kristalizira precej hitro, vendar smo si s 60 minutnim časovnim okvirjem 
želeli zagotoviti tvorbo aneksinskega kristalnega plašča po celotni ali vsaj čim večji površini 
vzorca. 
Meritve sile, oziroma poizkus prebadanja površine smo izvajali pod mikroskopom na atomsko 
silo, kjer smo z iglo pritiskali na nastali kristalni plašč. Za razliko od fosfolipidnega dvosloja 
pa aneksinskega kristalnega plašča tudi z največjo možno silo FMAX = 1 nN nismo prebodli. 
Enake rezultate je dobila tudi Irmanova v svoji doktorski dizertaciji (4). 
Igla se je pri približevanju k površini upognila, kristalni plašč se je pod pritiskom začel 
deformirati, vendar do prebadanja ni prišlo (slika 12).  
 
 
 
Slika 12: Meritve upogiba tipala na mikroskopu na atomsko silo. (A) S puščico označen predel predstavlja prebadanje 
dvosloja. (B) predstavlja deformacijo aneksinskega plašča, brez prebadanja. 
 
A 
B 
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Pod mikroskopom na atomsko silo smo z meritvijo prebadanja določili prisotnost aneksinskega 
kristalnega plašča. Kristalna struktura, ki smo jo opazovali, je bila dvodimenzionalna kristalna 
mreža iz monomolekularne plasti aneksina A5. Ta molekularna plast se ob prisotnosti Ca2+ 
ionov specifično veže na fosfatidilserin v fosfolipidnem dvosloju.  
Še en dokaz za nastanek aneksinskega kristalnega plašča pa je razlika v spremembi višine (slika 
13). Višina aneksinskega plašča in fosfolipidnega dvosloja skupaj znaša 6,1 nm. Pred nanosom 
aneksina A5 pa je višina fosfolipidnega dvosloja znašala 2,3 nm. Iz tega lahko izračunamo 
razliko v spremembi višine, ki predstavlja debelino aneksinskega kristalnega plašča. V našem 
primeru ta znaša 3,8 nm. Irmanova v svoji doktorski dizertaciji navede spremembo višine za 
2,9 ± 0,2 nm, kar se je približno enako pokazalo tudi v naših poskusih. Razlike v spremembah 
višine nastanejo zaradi razlik v velikosti sile, s katero pritiskamo na podlago (4). 
 
Slika 13: S puščico označen predel na sliki, ki znaša 6,1 nm, predstavlja skupno višino aneksinskega plašča in fosfolipidnega 
dvosloja. 
 
Z analizo na mikroskopu na atomsko silo smo torej potrdili, da je aneksin A5 sposoben 
samostojne sestave v dvodimenzionalni kristalni plašč. S tem smo potrdili ponovljivost 
izvedenega poskusa pod različnimi pogoji. Na sliki 14 je razvidno, da smo v naših primerih 
dobili p6 kristalno obliko. Aneksin A5 lahko kristalizira tudi v p3 kristalni obliki, vendar za 
doseganje te potrebujemo 10-krat višjo koncentracijo Ca2+ ionov in daljši čas inkubacije (4).   
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Slika 14: Nastala p6 kristalna struktura aneksina A5 opazovana pod mikroskopom na atomsko silo. V rdeče označenem 
področju je vidna periodična kristalna struktura. 
 
Do sedaj zbrani podatki in opazovanje kristalizacije aneksina A5 na fosfolipidnem dvosloju 
namigujejo na potencialno antikoagulacijsko funkcijo. Aneksin A5 z visoko afiniteto, odvisno 
od Ca2+ ionov, interagira tako s kislinskimi fosfolipidi, kot tudi z glikozaminoglikani. 
Glikozaminoglikani dvigujejo stabilnost na membrano vezanega aneksina A5 in/ali 
prisostvujejo pri prezentiranju pravilno obrnjenih molekul aneksina ter s tem olajšujejo vlogo 
antitrombotičnega zaščitnega ščita. Količina kristaliziranega aneksina A5 je in vitro odvisna od 
dostopnosti fosfatidilserina na lipidni membrani in koncentracije Ca2+ ionov, in vivo pa od 
razpoložljivosti aneksina. Močno znižane koncentracije aneksina ali nesposobnost kristalizacije 
aneksina onemogočajo nastanek anitrombotičnega ščita, kar lahko vodi v manifestacijo bolezni, 
kot je antifosfolipidni sindrom. Za poskuse bi zadoščalo, če bi v mešanici fosfolipidov imeli 10 
% DOPS in 90 % DOPC, vendar smo to količino zvišali na 30 %. To smo storili zaradi kemijske 
nestabilnosti DOPS in smo se s tem izognili nezadostnim količinam DOPS med eksperimenti 
(4, 28). 
Govorukhina et al. (29) so predlagali model tvorbe aneksinskega plašča. Monomerni proteini 
se, odvisno od Ca2+ ionov, pripnejo na membrano, kjer se tvorijo trimeri. Ti trimeri v 
dvodimenzionalni kristalni mreži kristalizirajo v p6 heksagonalni simetriji. Ta simetrija se 
lahko naknadno zapolni z nekristaliziranimi centralnimi trimeri, pri čemer sledi premik v p3 
simetrijo (4). Z zviševanjem koncentracije Ca2+ ionov za 10-krat lahko dosežemo p3 simetrijo, 
vendar tega nismo storili. Če gledamo količino kalcija v telesu, namreč višje koncentracije niso 
fiziološko relevantne.  
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S tem poskusom smo potrdili, da ta način priprave vzorcev ponovljiv in zadosti obvladljiv, da 
lahko dobimo ponovljive rezultate. Potrdili smo, da aneksin A5 spontano tvori kristalno mrežo 
na sintetičnem fosfolipidnem dvosloju v p6 simetriji, kar podpira izhodišča teorije o 
antitrombotičnem ščitu.   
  
4.4 VEZAVA PROTITELES PROTI β2 - GLIKOPROTEINU I 
 
Pri patogenezi antifosfolipidnega sindroma imajo protitelesa proti β2-glikoproteinu I 
pomembno vlogo. Eden izmed predlaganih mehanizmov nastanka in razvoja bolezni je 
razgradnja kristalne mreže aneksina A5 na negativno nabitih fosfolipidnih površinah (4). V 
našem delu smo, s pomočjo mikroskopa na atomsko silo, preiskovali interakcije med β2-
glikoproteinom I, protitelesi proti β2-glikoproteinu I ter aneksinom A5 na in vitro modelu 
fosfolipidnih dvoplasti na trdnem nosilcu – sljudi. Pri študiju interakcij smo uporabili 0,15 g/L 
β2-glikoproteina I, 0,4 g/L izoliranih protiteles proti β2-glikoproteinu I iz plazmaferata pacienta 
s katastrofnim antifosfolipidnim sindromom in 10 mg/L aneksina A5 v Hepes izotoničnem 
pufru z 1,5 mmol/L kalcija. Vse tri reagente smo združili z namenom evalvacije patološkega 
potenciala protiteles proti β2-glikoproteinu I preko učinkov na aneksinski kristalni plašč. 
Predlagane količine smo povzeli po doktoratu Špele Irman (4).  
Na fosfolipidni dvosloj, prekrit s kristaliziranim aneksinom A5, smo v zadnji fazi torej nanesli 
200 μL zmesi β2-glikoproteina I, protiteles proti β2-glikoproteinu I izoliranih iz plazmaferata 
pacienta s katastrofnim antifosfolipidnim sindromom in aneksina A5 v pufrani slanici.  
Pred samim nanosom zmesi smo pod mikroskopom na atomsko silo preverili nastanek 
fosfolipidnega dvosloja in nastanek kristalnega plašča aneksina A5. V programu Nanoscope 
Analysis smo izmerili višino njune vezave (slika 15). Po vezavi fosfolipidnega dvosloja na 
sljudo in aneksina na fosfolipidni dvosloj je višina nastalega kompleksa znašala 5,0 nm, kar 
potrjuje predhodne raziskave.  
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Slika 15: Meritev višine pod mikroskopom na atomsko silo. Z rdečim okvirjem označen predel na levi strani smo kasneje 
približali in opazovali po dodatku zmesi. Krivulja na desni strani slike pa predstavlja profil višine vzorca.   
 
Po potrditvi nastanka fosfolipidnega dvosloja in kristalizacije aneksina A5 smo v tekočinsko 
celico mikroskopa na atomsko silo dodali 200 μL zmesi ter začeli z opazovanjem točno na istem 
mestu. Na sliki 16 je razvidno, da smo ponovno izmerili razliko višin. Tokat smo razliko v 
višini izmerili med kompleksom fosfolipidnega dvosloja in aneksinskega kristalnega plašča v 
primerjavi z višino zmesi (β2-glikoprotein I, protitelesa proti β2-glikoproteinu I in aneksin A5). 
Izmerjena višina znaša 3,7 nm, kar pomeni, da celotna višina zmesi nad sljudo, znaša 8,7 nm. 
Ugotovili smo, da se zmes β2-glikoproteina I, protiteles proti β2-glikoproteinu I in aneksina A5 
preferenčno veže na luknje v planarnem dvosloju, torej na sljudo. 
 
 
Slika 16: Vezava zmesi reagentov v luknje na fosfolipidnem dvosloju. Slika je posneta na področju, ki je na sliki 15 
označeno z rdečim kvadratom. 
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Podobne rezultate je dobila tudi Irmanova v svojih raziskavah. Ugotovila je, da se β2-
glikoprotein I veže in grupira na kontinuirne planarne negativno nabite fosfolipidne površine. 
Pri nekontinuirnih fosfolipidnih površinah pa se preferenčno veže na bolj negativno nabit trdni 
nosilec in zapolni luknje v fosfolipidnem dvosloju (4). 
Preverili smo tudi, v kolikšni meri pride do širitve zmesi preko fosfolipidnega dvosloja 
prekritega z aneksinskim kristalnim plaščem. V programu Nanoscope Analysis smo s pomočjo 
ukaza ″bearing analysis″ izmerili prekritost površine z zmesjo protiteles. Površino vezanih 
protiteles smo izmerili na začetku, kjer se je zmes vezala izključno v luknje v fosfolipidnem 
dvosloju, ter nato še vsakih 20 minut (tabela 6). 
 
Tabela 6: Merjenje prekritosti površine fosfolipidnega dvosloja z zmesjo reagentov v različnih časovnih obdobjih 
Dodatek zmesi  Prekritost površine (v %) 
Takoj – 0 minut 38  
Po 20 minutah 42 
Po 40 minutah 43 
Po 60 minutah 43 
Po 100 minutah 46 
 
Zmes β2-glikoproteina I, protiteles proti β2-glikoproteinu I in aneksina A5 se je takoj ob dodatku 
vezala na luknje v dvosloju, ki predstavljajo 38 % preučevane površine. Opravili smo še štiri 
meritve, vsakih 20 minut in zaključili 100 minut po dodatku zmesi. Opazovali bi lahko dalj 
časa, vendar smo ugotovili, da se kompleks antigen-protitelo skorajda ne razširi po kristalizirani 
površini fosfolipidnega dvosloja, torej bi bilo nadaljnje opazovanje nesmiselno. Razlika med 
20 in 100-minutno inkubacijo je namreč pokazala le 10 % povečanje prekritosti. 
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Slika 17: Graf prekritosti površine fosfolipidnega dvosloja v časovni odvisnosti dodatka zmesi β2-glikoproteina I, protiteles 
proti β2-glikoproteinu I in aneksina A5. 
 
Ugotovili smo, da se ob prisotnosti aneksina A5 β2-glikoprotein I na fosfolipidne dvoplasti ne 
veže, v kolikor pa se β2-glikoprotein I slučajno veže na sljudo pa ne pride do obsežne širitve po 
fosfolipidnem dvosloju (slika 17). Ob dodatku aneksina A5 lahko pride tudi do desorpcije že 
vezanega β2-glikoproteina I. Iz tega je že Irmanova sklepala na večjo afiniteto aneksina A5 do 
fosfolipidnega dvosloja. Aneksin A5 se veže na bolj negativno nabite fosfolipide in pusti manj 
negativno nabite za β2-glikoprotein I ter s tem še dodatno zmanjša afiniteto vezave β2-
glikoproteina I na fosfolipidni dvosloj. Ugotovili so tudi, da se protitelesa proti β2-glikoproteinu 
I ne vežejo na planarni fosfoplipidni dvosloj in se vežejo naključno na izpostavljeno sljudo (4). 
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4.5 ZAKLJUČEK  
 
V okviru magistrske naloge smo torej uspeli optimizirati fiziološke pogoje vezave protiteles 
proti β2-glikoproteinu I na kristaliziran aneksin A5 na fosfolipidnem dvosloju. Uspelo nam je 
optimizirati pogoje tako, da je način priprave vzorcev ponovljiv in smo lahko poskus opazovali 
pod mikroskopom na atomsko silo. Ugotovili smo, da je velikost fosfolipidnih veziklov ključna 
za doseganje čim bolj homogene planarne fosfolipidne dvoplasti. Homogena dvoplast pa je 
pogoj za kristalizacijo aneksina A5 po vezavi na negativno nabit fosfatidilserin. Kadar pride do 
popolne kristalizacije aneksina A5 na fosfolipidnem dvosloju, ne pride do vezave β2-
glikoproteina I, protiteles proti β2-glikoproteinu I ali kompleksa β2-glikoproteina I in protiteles 
proti β2-glikoproteinu I na fosfolipidni dvosloj. Iz tega lahko sklepamo, da kompleks nima 
nobenega učinka na kristaliziran aneksin A5. Afiniteta vezave aneksina A5 do fosfatilidilserina 
je namreč večja od afinitete vezave kompleksa. Kompleks antigen-protitelo pa se preferenčno 
veže na sljudo, ki je bolj negativno nabita kot fosfolipidni dvosloj, vendar ob prisotnosti 
popolnoma kristaliziranega aneksina A5 ne pride do širitve po fosfolipidnem dvosloju. Iz tega 
lahko sklepamo, da aneksinski kristalni plašč nudi zaščito pred protitelesi in s tem zavira 
napredovanje bolezni, prav tako pa lahko sklepamo, da zgolj prisotnost patogenih 
antifosfolipidnih protiteles ni pogoj za nastanek in/ali napredovanje bolezni. Ti rezultati se 
skladajo s kliničnimi študijami, pri katerih so ugotovili, da sama prisotnost antifosfolipidnih 
protiteles še ne vodi v razvoj kliničnih manifestacij. Prav tako se tromboze in hujši potek 
bolezni pojavijo le občasno, kljub konstantni prisotnosti antifosfolipidnih protiteles (4, 30). 
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5 SKLEP 
 
V okviru magistrske naloge smo uspeli doseči zadane eksperimentalne cilje: 
1. Iz seruma bolnika s katastrofnim antifosfolipidnim sindromom smo na koloni z vezanim 
proteinom G izolirali IgG frakcijo protiteles po principu afinitetne kromatografije.  
2. Iz pripravljene IgG frakcije smo na koloni z vezanim β2-glikoproteinom I izolirali 
protitelesa proti β2-glikoproteinu I po principu afinitetne kromatografije.   
3. Potrdili smo vezavo anti-β2GPI IgG s pozitivnim rezultatom z metodo ELISA.  
4. Iz dveh vrst fosfolipidov smo pripravili planarno fosfolipidno dvoplast, ki smo jo 
opazovali pod mikroskopom na atomsko silo.  
5. Na planarno fosfolipidno dvoplast smo vezali aneksin A5 in protitelesa proti β2-
glikoproteinu I ter opazovali medmolekulske interakcije proteinov in fosfolipidnega 
dvosloja pod mikroskopom na atomsko silo.  
 
Uspelo nam je tudi: 
1. Izolirati protitelesa proti β2-glikoproteinu I ustrezne čistosti in specifičnosti, uporabne 
za nadaljnje delo. 
2. Pripraviti fosfolipidni dvosloj, ki je prekrival vsaj 50 % opazovane površine. 
3. Ugotoviti, da vezava aneksina A5 na fosfolipidni dvosloj vpliva na vezavo in širitev 
protiteles proti β2-glikoproteinu I.  
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